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1. 序論 
 
1.1. 生理的に負荷される静水圧について 
生物が活動する上で、からだの各組織や器官には様々な物理的な刺激が負荷されてい
る。例えば、筋肉や心臓ではその収縮や伸展に伴う力が、血管の内皮では血流の流れに伴
うシェアストレスが、骨格をはじめとする体全体には重力が絶えず負荷されている。これ
らの物理的な刺激や力は、それぞれの組織や器官の恒常性を維持、また、発達させる上で
非常に重要な役割を担っている。逆に、病気に伴う寝たきり状態が長く続くことや宇宙飛
行士が宇宙微小重力下に長期滞在することで、骨や筋の急速な萎縮、廃用性萎縮が生じ、
様々な心身の機能低下を来すことが知られてきた (Barratt et al., 2008)。   
メカノ刺激の 1 つである静水圧とは、静止している液体中の任意の面に作用する圧力
で全ての方向に対して等しい力が付与されている状態のことであり、深海の生き物など
は、その深さと液体の密度に応じて全ての方向から均等に圧縮するような圧力 (静水圧＝
水圧 )を受けている。人間のからだも、心臓から下に行くほど水圧が強くなり、手足の末
端では最も静水圧が高い状態になっている。従って、長い時間にわたって立ち仕事をした
際に、足がむくむ状態などは良く知られているが、この現象も毛細血管の内圧 (血管静水
圧 )の上昇に起因するものといえる。  
さらに、関節の軟骨組織は含水率が約 70％と高く剛性も有している (Montagne et al., 
2017)ことから、主なメカノ刺激は静水圧の影響として捉えられることができる。すなわ
ち、歩行や運動などの度にかかる加重は、軟骨組織の閉ざされた中では静水圧としての負
荷が生じ、この生理的な静水圧は予想以上に大きく、大気圧 0.1MPa の数十から数百倍に
及ぶことが知られている。Hodge らは (1986)、股関節の手術により埋め込んだ人工関節に
圧力センサーを導入し、術後 1 年以上経過し、通常に戻った状態で、座位から起立した
際、股関節にかかる力を測定したところ、瞬間的には 18MPa の静水圧が負荷されること
を明らかにした（Hodge et al., 1986）。また Afohe らは (1987)、ヒトの股関節にかかる通常
の圧力は 3～10MPa であると報告されている（Afohe et al., 1987）。  
また、日常の咀嚼時における咬合力に関しては、3～6 歳園児 163 人を対象とした調査
報告がある。富士フィルム社の圧力測定フィルム (プレスケール )という感圧紙を用いて、
画像解析する手法によると園児の平均咬合圧はおよそ 40MPa であり、瞬間的にかかる最
大咬合力は、100MPa を超えることも報告されている (Higuchi, 2003)。すなわち、歯茎の
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組織などには、この咬合力に対する応力として静水圧が負荷されるものと考えられ、この
園児のデータの最大値は世界で一番深いとされるマリアナ海溝の最深部 10,911m の静水圧
に匹敵する。一方で、この「噛む」という動作により歯茎が丈夫になるとともに、顎の骨
や顔の筋肉の発育を促し歯並びにも良い影響が及ぶ。すなわち、通常の生活では無意識的
な場合が多い身近なメカノ刺激の１つである生理的静水圧の負荷は、これら組織や器官の
恒常性の維持や強化に不可欠であるといえる。  
 
1.2. 生理的に負荷される静水圧の生物メカノトランスダクション機構について 
 
組織や器官の恒常性維持、発達に欠かせないメカノ刺激が、どのような分子や生化学
的な反応を介して各々細胞内に反応が伝わるのか、つまり、メカニカルストレスによって
活性化される細胞内シグナル伝達機構「メカノトランスダクション機構」を明らかにする
ことは恒常性の維持や発達の仕組みを知るうえで重要な鍵となる。これまでの研究によ
り、生理的静水圧 (日常の生活で体にかかっている静水圧 )の負荷が、軟骨ならびにその細
胞においてマトリックスタンパク質や血管内皮増殖因子の発現を誘導すること、一方で閾
値を超える負荷は、逆に細胞死やマトリックスの崩壊に伴う変形性関節症などこれら組織
や器官に大きな損傷を及ぼすことが報告されてきた (Ogura et al., 2018)。  
例えば、0.5MPa の静水圧を周期的に発生させることで、ヒト関節軟骨細胞においては
細胞外マトリックスの蓄積を促進させること、一過性の静水圧加圧により硫酸化グリコサ
ミノグリカンの量を有意に増加させることが報告された (Ogura et al., 2018)。また同様に 1
～5 MPa の周期的静水圧 (0.25Hz,3hr)を負荷すると正常な軟骨細胞の形態は変化させない
一方、変形性関節軟骨細胞には改善効果を示し、細胞小器官の数を増加させるという報告
もなされている (Pascarelli et al., 2015)。さらに 0.8～10MPa の静水圧の負荷は、アグリカ
ンおよび 2 型コラーゲンなどの軟骨基質タンパク質の遺伝子発現を誘導すること (Elder 
BD et al., 2009)、また、１MPa の静水圧負荷は MMP(Matrix metalloproteinase)-1 のような
マトリックス分解酵素の遺伝子発現を抑制する CITED 2 転写因子を活性化すること
(Leong et al., 2011)、軟骨細胞に周期的な張力や静水圧を負荷することで、血管内皮増殖
因子 (VEGF)の発現誘導が生じることなどが明らかにされてきた (Wong et al., 2003; 
Beckmann et al., 2014)。また高橋らは、軟骨細胞様細胞株において、1、5、10、50MPa を
2 時間曝露しても細胞生存率には影響がないことを報告しており、50MPa という静水圧は
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日常的条件である可能性を示唆している (Takahashi, 1997)。  
しかしながら、過剰な静水圧の負荷は、軟骨および軟骨細胞に有害な影響、炎症や損
壊などを誘発する。その際、MMP のアップレギュレーションによってアポトーシスの増
加および細胞外マトリクスの成分の低下をもたらし、骨関節炎を導くことが報告されてい
る (Elder et al., 2009; Buckwalter et al., 2006; Loenign et al., 2000)。さらに近年、Montagne
ら (2017)による軟骨前駆細胞を用いたトランスクリプトーム解析では、25MPa の静水圧を
1、4、24 時間それぞれ持続的に加圧した結果、骨・軟骨細胞分化において重要な因子で
ある SOX-9 やアグリカンおよび 2 型コラーゲンなどの遺伝子発現が大幅に低下し、これ
ら複数の遺伝子発現の変動は、軟骨組織の分解を促進する方向に向かうこと、すなわち、
過剰な静水圧負荷は変形性関節症発症のきっかけになることが示唆された (Montagne et 
al., 2017)。  
一方で、これらの生理学的静水圧の負荷から大規模な転写発現制御に至るメカノトラ
ンスダクション機構の分子機序についての多くは不明で、今後の重要な課題の 1 つといえ
る。そのような状況のなかで、近年、ヒト乳腺上皮細胞を用いた研究から、その細胞に伸
展刺激、繰り返しのストレッチ刺激を加えることで細胞骨格アクチンストレスファイバー
の発達が生じる際に、YAP(Yes-associated protein)タンパク質の細胞内局在が細胞質から核
へ移行し、転写活性化補助因子として働くことが報告されてきた (Codelia et al., 2014)。  
このメカノトランスダクションには、c-Jun N-terminal kinase(JNK)の活性化による Hippo
シグナルが阻害され、YAP の脱リン酸化を促すことにより核に移行し、そして転写の活性
化につながることが証明された (Codelia et al., 2014)。また、ヒートショックによって YAP-
1 の核蓄積が誘導され、その後細胞質に移行し yap-1 遺伝子の欠損は老化を促進すること
が示された (Iwasa et al., 2013)。すなわち組織や器官特異的なメカノトランスダクション機
構の存在が示唆されたが、生理的な静水圧刺激に伴う軟骨組織や細胞における遺伝子発現
の変動において、YAP の活性化を支持する報告はない。  
 
1.3. 静水圧負荷の利用と生体分子の物理化学的変化と生体に及ぼす影響について 
 
古く 100 年以上前から、加熱処理の代わりに、生の食品に高い静水圧を加えて、殺菌
や加工、調理が行われてきた。Hite ら (1899)は、静水圧処理を施すことで、牛乳の食味を
大きく変化することなく、微生物を殺菌し保存性を高めることを報告している。1946 年
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にノーベル物理学賞を受賞した Bridgman は、殻付き卵に 500-600MPa の静水圧をかける
と卵白ならびに卵黄が凝固することを報告している (Bridgman, 1914)。Hayashi らは
200MPa でタンパク質を処理することでアルコールデヒドロゲナーゼやヘモグロビン、β -
ラクトグロブリンが分解されることを明らかにし、高圧処理を利用した食品加工を提言し
た (Hayashi et al., 1987)。日本の㈱明治屋では、Hayashi らの提唱を受けて、加熱処理の代
わりに 400-500MPa で高圧処理を常温にて 10～30 分間行い、香味・色合いの変化しない
ジャムの開発に成功した  (Kimura et al., 1994)。また、Cheftel (1992)も、高圧処理は食品
の風味および栄養素含量を低下させないので、熱処理の有利な代替物であることを明らか
にしている。近年アメリカのスターバックス社では、600MPa の高圧処理により微生物の
繁殖を制御したジュースを販売している (Yamamoto, 2015)。  
このように、100MPa 以上の高い静水圧を利用した食品加工や殺菌消毒に関する事例が
報告され実用化されてきたが、それらは、圧力凝固によるタンパク質の変性、さらに、タ
ンパク質のみに限らず、非共有結合で高次構造を作り上げている核酸や多糖類、細胞膜
(脂質とタンパク質の複合体 )など、生体高分子の立体構造が、高い圧力によって不可逆的
な変化を来す結果と考えられている (Hayashi, 1991)。  
静水圧の負荷は、生体高分子の分子内あるいは分子間の水素結合等を切断し、また各
種分子やイオンなどが空隙を埋めるなど、不可逆的な構造変化を生じさせる。熱による生
体高分子の変性は広く知られているが、熱と圧力は、物質の状態変化と平衡的性質は逆の
作用といえる。すなわち、物資を加熱すると固体から液体、気体へと変化するのに対し
て、加圧すると逆に気体から液体、固体へと変化する。しかしながら、いずれも、これら
の物理化学的変化が生体高分子に対して影響を及ぼし、殺菌や加工、調理につながるもの
といえる。  
次に、100MPa に至らない静水圧の負荷が、生体高分子に及ぼす事例について述べる。
Noma ら (2018)は、50MPa の高い静水圧の負荷が温度依存的に枯草菌胞子の疎水性を増大
することを報告している (Noma et al., 2018)。また、Pribenszk ら (2005)は 20～40MPa の高
い静水圧を、イノシシの精子にかけてから凍結保存すると、解凍後の精子の運動性を増加
させることを報告した (Pribenszk et al., 2005)。Salmon ら (1975)は、有糸分裂を行っている
HeLa 細胞に、68MPa の加圧を施すと、紡錘糸微小管が急速に脱重合することを見出し、
圧力が解放されてから 10 分後に再び微小管が重合し、戻る現象が見出された (Salmon et 
al., 1975)。また、Hayashi ら (2016)は細胞サイズの人工脂質膜を使い、生物から単離精製
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したチューブリンをジャイアントリポソーム内に封入し、圧力の負荷と解放を繰り返す実
験を行った。60MPa の圧力を負荷すると 0.1MPa(１気圧 )条件下で形成されていた人工脂
質膜の膜突起がわずか数十秒で短縮することを見出した (Hayashi et al., 2016)。さらに、
Bartlett ら  (1995)は、深海に生存する Photobacterium species strain SS9 の膜貫通型 DNA 結
合タンパク質の ToxR は、27.2MPa(272 気圧 )の加圧に伴う細胞膜の流動性の低下により活
性化し、外膜タンパク質 OmpH 遺伝子の発現を誘導し、その結果、高圧環境に適応する
ことを発見した (Bartlett et al., 1995)。すなわち、深海微生物にみられた ToxR は圧力セン
サー転写因子の一つともいえる。  
 
1.4. 高圧力顕微鏡を用いた研究について 
 
Taniguchi ら (2003)によると、1880 年代には深海から採取された生物を対象に高圧顕微
鏡による観察が実施されていると報告している。1970 年になってから、Salmon ら (1975)
は卵母細胞の紡錘体を観察するのに高圧顕微鏡を使用している。しかし Salmon ら (1975)
は、HeLa 細胞に 68MPa を負荷した後に圧力を開放し細胞を固定するのに 10 分を要して
おりライブ観察を行えていない。  
観察のために重要な生体試料を封入する圧力チャンバーは、それまで耐圧性を重視す
るばかりにダイヤモンドやサファイヤといった硬度が非常に高い素材を用いてきた。しか
し、それらは対物レンズで想定される屈折率とは大きく異なり解像度の低下が問題視され
ていた (Nishiyama et al., 2016)。そこで Nishiyama ら (2013)は、それまで高い静水圧である
が故に、耐圧性能を重視して開発されてきた顕微鏡の低い分解能の問題点の改良に取り組
んだ。すなわち高圧顕微鏡のかなめとなる高圧力チャンバーを改良し、顕微鏡としての光
学性能を高めるために、高圧力チャンバーの観察窓にガラス基板を使用した高圧顕微鏡を
開発した。  
この顕微鏡の開発により、Nishiyama ら (2013)は大腸菌のべん毛モーターが 80MPa～
120MPa の静水圧をかけると逆回転するものの割合が増えることを発見し、細胞機能をダ
イナミックに変化させ、それをライブ観察できる新たな手法を開発した。また Nishiyama
ら (2016)はブタの脳から精製したチューブリンで微小管を調整し、高圧力チャンバーの窓
剤に微小管を固定させることで、可逆的に微小管が重合・脱重合を繰り返し形態変化する
様子を観察することに成功した。  
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この Nishiyama らが開発した高圧顕微鏡は、生体試料を基板などに固定する必要がな
く、どの方向からも一様な機械刺激を与えることができる。この高圧顕微鏡を用いること
で、生体試料に対してライブ観察できるという利点を生かし、線虫 C. elegans を用いた静
水圧負荷に伴う生物応答の観察に活かせることが期待できた。  
静水圧を駆使した研究では、多細胞生物そのものを扱った研究は散見されない。線虫
C. elegans を用いた本研究が多細胞生物に対し静水圧負荷を与えて生物応答を測定する最
初の研究になった。  
 
1.5. 線虫の各種ストレス応答に関わる DAF-16 転写因子について 
 
モデル生物の 1 つ線虫 Caenorhabditis elegans(C. elegans)は、多細胞生物として最初に全
ゲノム情報が解読され、それらは約 2 万の遺伝子から構成される。また、その 4 割はヒト
においても保存された共通な遺伝子で、様々なヒト疾患モデルとしても利用されている。
線虫を用いたメカノ刺激の応答に関する先行研究には、Kim ら (2007)による遠心機を用い
た過重力影響に関する報告がある。この中で、100G の過重力の負荷、3 時間後に約半数
の個体で、DAF-16 転写因子が細胞質から核に移行する現象が、DAF-16::GFP 融合タンパ
ク質の観察によって捉えられた。また、この 100G 過重時においても線虫は摂食し、この
応答は飢餓による影響ではないことも確認された。一方で、この 100G による DAF-
16::GFP の核移行は、線虫の touch neuron で発現している MEC-4/MEC-10 DEG/ENaC 
mechanosnsory channel の欠損変異系統により有意に低下すること、また、神経伝達物質セ
ロトニンの投与によっても低下することから、核移行には touch neuron を介し、最終的に
DAF-16 転写因子を経たメカノシグナルトランスダクションの経路が存在することが示さ
れた (Kim et al., 2007)。  
一方で、この DAF-16 は、広くヒトにまで保存された Forkhead box O (FoxO)ファミリー
転写因子で、この転写因子は、細胞の増殖、分化、寿命、さらには様々なストレス応答、
飢餓、高温、酸化ストレスなどに関わる因子であることが知られている (Succinate, 1996; 
Kimura et al., 1997; Ogg et al., 1997; Tatar et al., 2003; Kenyon, 2010; Martins et al., 2015)。
DAF-16 は、これらストレスに応答して、細胞質から核に移行し、多数の制御遺伝子の活
性化や抑制の制御を行う。また、その際、細胞質ではリン酸化型で存在し、脱リン酸化さ
れることにより核内に移行することも、ヒト培養細胞を用いた実験系を中心に報告されて
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いる (Ogg et al., 1997; Toker and Cantley, 1997; Kenyon, 2010; Martins et al., 2015)。この脱リ
ン酸化による核移行に関しては、上述した伸展刺激に応答するメカノ転写因子 YAP との
類似性が認められる。また、近年、ヒトならびに線虫において、酸化ストレスによる生体
内の還元化状態の変化に応じて、FoxO4 の分子内 SS 結合が乖離し、その結果、核内移行
する新規メカニズムについて明らかになり、リン酸化以外の核移行制御機構の存在も知ら
れてきた (Putker et al., 2013)。  
 
1.6. 本研究で目指すもの 
 
以上の知見を踏まえると、100MPa を越す高い静水圧負荷を加えるとこによる研究は多
くされており、食品化学の分野等での応用が達成されているが、100MPa 以下で我々が瞬
間的に接する静水圧や、普段無意識的にも間断なく体験している生理学的静水圧負荷によ
る生物影響に関しては、殆ど明らかにされていない。そこで問題点として以下のものが挙
げられる。  
①生理学的静水圧による正や負の影響にはどのような現象が存在するのか  
②生理学的静水圧を暴露する時間に応じて生体反応にどのような影響を及ぼすのか  
③高圧顕微鏡で多細胞生物の分子学的メカニズムを追いかけることができるのか  
本研究では、モデル生物線虫 C. elegans に関して高圧顕微鏡を使用した生理学的静水圧
実験を行うことで、以下のことを明らかにしたいと考え研究を行った。  
 
①  1MPa～数十 MPa の生理学的静水圧負荷がもたらす生物影響  
②  線虫 C. elegans を用い、個体レベルで特に DAF-16/FoxO に着目した静水圧負荷の影
響による分子応答  
③ 静水圧負荷による遺伝的変異体を用いた遺伝生理学的な解析を行い、多細胞生物に
おける静水圧負荷に伴う新たなメカノトランスダクション機構  
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2. 実験材料と方法  
 
2.1.  本実験に使用した線虫の系統と培養条件   
 
実験に用いた線虫は，Caenorhabditis Genetic Center （CGC）から本所属研究室が入手
した系統を用いた。  
Bristol N2 (Wild type) 
CF1038: daf-16(mu86)Ⅰ 
HBR4: goeIs3[Pmyo-3::GCaMP3.35::unc-54-3’utr, unc-119]Ⅴ 
RW1596: myo-3(st386)Ⅴ; stEx30[Pmyo-3::GFP + rol-6]  
SD1347: ccIs4251[Pmyo-3::GFP::LacZ + Pmyo-3::mitochondrial GFP]Ⅰ 
TJ356: zIs356 [daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6(su1006)] 
yap-1（ tm1416）： ihEx33[yap-1(SA):: green fluorescent protein (GFP), Pmyo-2::mCherry] 
ihIs34[yap-1::GFP, lin-15(+)], lin-15(n765) 
XA3501:ruIs32 [pie-1p::GFP::H2B + unc-119(+)] III. ojIs1 [pie-1p::GFP::tbb-2 + unc-119(+)] 
 
 線虫の培養は，1974 年に発表された Sulston and Brenner の方法を参考にし、直径 5.5cm 
プレートを用いて nutrient growth medium（NGM）寒天培地（以下の成分）上に餌として
大腸菌 OP50 をまいた。温度条件は 20°C で飼育を行った。また、線虫の取り扱いに際し
ては、線虫を培地から洗い分取するときには M9 緩衝液（以下の成分）を用い、大腸菌液
体培地を作製するときは Sulston and Brenner(1974)が発表された  S basal medium にコレス
テロールを添加した SB（＋C）を使用した (表 1)。  
 
（表 1）  
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2.2. 静水圧加圧方法について１（東北大学超臨界センターの方法）  
 
東北大学大学院工学研究科附属超臨界溶媒工学研究センターにて、2016 年～2018 年に
かけて 5MPa～40MPa の静水圧加圧装置を用い、20℃に保ちながら 5 分～1 時間の加圧実
験を行った。線虫はボトル型のポリエチレン容器 (タレビン：4mL)に空気が入らないよう
に入れた。線虫は直径 5.5cm プレート上で、餌として大腸菌 OP50 をまいて育て、M9 緩
衝液で洗い流して、容器に入れた。  
 
2.3. 静水圧加圧方法について２（本研究室・東京大学理学研究科の方法）  
 
シンテック社の高圧学習用セル『SEED』を用い、既存の顕微鏡部分を外し本研究室（東
京大学鍵研究室では付随した光学顕微鏡のまま使用）にて、蛍光顕微鏡下および実体顕微
鏡下で、観察および記録・計測を行った。銅板のガスケットの小さな穴 (0.5～1.5mm)に線
虫を入れて撮影し記録を行った (銅板の直径：1cm, h=1mm の円盤 ) 。尚、この装置の通常
のサファイアアンビルセルの加圧部の突起は直径 1mm 程度であり、銅板のガスケットの
穴が 0.5-0.8mm のものまで使用可能であるが、大人の線虫 (長さ：1.0-1.2mm)は入らない。
本実験では、主に子供である L1 幼虫を観察対象として使用したが。大人の線虫を使用す
るときは、サファイアアンビルセルの加圧部突起の直径を 2mm に特注したものを使用
し、銅板のガスケットの直径を 1.5mm まで拡大したものを使用することで実験を行うこ
とができた。  
 
2.4. 静水圧加圧方法について３（岡山大学医学研究科の方法）  
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科システム生理学の成瀬研究室において、近畿大学
の Nishiyama らが開発した高圧顕微鏡を用い、2～100MPa までの静水圧を発生させ曝露さ
せながらライブ観察できる装置を用いて実験を行った。  
 
2.5.  静水圧加圧処理によるＮ2 と daf-16 欠損型線虫の生存率計測  
 
野生型であるＮ2 と daf-16 欠損型である CF1038: daf-16(mu86)I の線虫を用いて、毎日
５分間かつ 1MPa の加圧処理を施し、生理的静水圧加圧による寿命延長効果の計測を行
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い、daf-16 遺伝子の欠損による影響を測定した。  
直径 3cm のシャーレの中で大腸菌が添加された液体培地を入れて、それぞれの線虫を
加圧群と無加圧群に分けて飼育した。大腸菌は LabTIE 社の凍結乾燥した OP50 を使用し
SB(＋C)緩衝液を用い調整した。  
生理的静水圧加圧による生存率測定では、それぞれの線虫は卵から孵化して 10 時間以
内の L1 を用いた。30mL ロックタイプのテルモシリンジ (ss-30Lz)を使い、2mL のエッペ
ンドルフチューブに培地ごとに線虫を入れ、20℃の水 20mL と線虫が入ったエッペンドル
フチューブに空気が入らないように封入した。そして 10mL の窒素ガスを入れて HENKE
社製シリンジキャップ (赤コード：H20416)で封入した。シリンジ内の窒素ガスの体積が
1mL になるように注意してネジを押し込んで固定し 5 分間加圧した。尚、卵を生み出す 3
日目から注意深く L1 線虫を取り除き、親と一緒にならないように区別した。  
 
2.6.  静水圧によるライブ観察と DAF-16 局在観察  
 
線虫の静水圧応答をライブ観察する手法は以下の３つの方法である。  
 
① 2.3.に示したシンテック社の高圧学習用セル『SEED』を用いた方法  
② 2.4.Nishiyama らが開発した高圧顕微鏡を用いた方法  
③ 2.5.に示したシリンジを用いた方法  
 
いずれの場合にも，一長一短がある。例えば、①では価格が安価であり扱いやすい
が、加圧部分の体積が小さいので一度に入れるサンプル数が限られ、また圧力の値が観察
中でも分からない。②では、詳細なライブ観察を行える利点があるが、サンプルを回収す
るのにあたり緩衝液とサンプルが混合され加圧後のサンプル回収が困難である。③では肉
眼でのライブ観察が可能であり、反応前後のサンプルの出し入れが速やかであるが、シリ
ンジ内の空気を圧縮するため大きな静水圧（例えば 50 気圧以上に相当する 5MPa 以上）
を加圧するのには、プラスチック製のシリンジが耐え切れず破損する可能性がある。静水
圧加圧にはシリンジの耐久限度と圧力による破損などを避け安全性を考慮しなければなら
ない。しかし、①～③の良さを組み合わせることで、条件に適した線虫 C. elegans のライ
ブ観察をすることが可能となった。  
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加圧処理後、線虫を 1%パラホルムアルデヒドで 1 分以内に固定し、蛍光顕微鏡 (BX51, 
Olympus)、または蛍光ステレオ顕微鏡 (SMZ18, Nikon)で観察し、蛍光画像を CCD カメラ
(DP73, Olympus)で記録した。  
 
2.7.  一度だけの静水圧加圧による生存率測定  
 
方法 2.4 により、N2 の L1 幼虫を使用し、一度だけの静水圧加圧処理が及ぼす影響を調
査した。20MPa, 30MPa, 70MPa(およびコントロール )の加圧処理を行った後、大腸菌入り
の液体培地に L1 幼虫を直径 3cm のシャーレの中に戻し、それぞれの線虫を加圧群と無加
圧群に分けて飼育した。大腸菌は LabTIE 社の凍結乾燥した OP50 を使用し SB(＋C)バッ
ファーを用い調整した。L1 幼虫が成長して卵を産むようになったら注意して卵や新たに
生まれた L1 幼虫を取り除くように注意した。生存率は加圧処理後、全て死亡するまでの
21 日間測定を行った。  
 
2.8.  静水圧負荷後のマイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析  
 
実験で使用した線虫約 300 匹を M9 buffer を用いて回収し、100μL 以下になるように分
取し、2 mL 容量のスクリューキャッププラスチックチューブに入れた。その容器に 1 mL 
TRIzol reagent（Gibco BRL CO., Ltd.）を加え -80℃にて凍結融解した。後日解凍の時にジ
ルコニウムビーズ（直径 0.5 mm, 0.3 g）を入れ、Micro Smash MS-100R (Tomy Seiko, 
Japan) を用いて 5,000 rpm 60 秒を２回行うことで線虫を破砕した。その後、クロロホル
ム処理、イソプロパノール沈殿法に従い粗抽出物を純化し total RNA を得た。  
得られた RNA は宇宙開発機構  東端晃主任研究員、株式会社エイ・イー・エスに外注
し、解析データを得た。  
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3.  結果   
 
3.1.  静水圧負荷に伴う線虫の Forkhead box O (FoxO) /DAF-16 の核移行  
 
線虫 FoxO/DAF-16 転写因子は、飢餓、酸化ストレス、高温ストレス、放射線照射など
様々なストレスに応答して細胞質から核に移行し活性化することが知られている。そこ
で、静水圧の負荷によっても DAF-16 が活性化するかどうか、簡易型の静水圧負荷装置シ
ンテック社『SEED』を用いて (実験材料と方法 2.3 参照 )、TJ356 系統 (DAF-16::GFP 組換え
遺伝子を有する )の GFP シグナルのライブ観察を行った。TJ356 L1 幼虫を M9 緩衝液で満
たした直径 0.5mm の銅板ガスケットに入れ、気泡が入らないようにして、上下からサフ
ァイアアンビルセルで挟み、蛍光顕微鏡下で DAF-16::GFP シグナルの加圧に伴う変化を
ライブ観察した。その結果、加圧前の線虫はガスケット内で活発に動き、DAF-16::GFP の
シグナルは体全体の細胞質に広く分散していた。徐々に、ハンドルを回し加圧すること
で、線虫の動きが鈍くなり、最終的には直線状になって動きが完全に停止した。その状態
で観察を続けると、2 分後には DAF-16::GFP のシグナルの核移行が、咽頭周辺の筋細胞な
らびに腸細胞、上皮細胞などで観察されはじめ、5 分後にはほとんどが核内に移行した。
すなわち、静水圧の負荷によって速やかに DAF-16::GFP の活性化が生じることが明らか
になった。  
さらに、同圧力状態で 15 分間保持し、その後、ハンドルを戻し減圧することで、線虫
の動きが戻るとともに、DAF-16::GFP は数分内に細胞質に戻ることを確認した。  
簡易型 SEED を用いた系では、線虫にかかる静水圧の力を測ることができないので、
Nishiyama らが開発した高圧顕微鏡 (実験材料と方法 2.4 参照 )を用いて、同じく TJ356 系
統の L1 幼虫に対して、20MPa，40MPa，70MPa の加圧を行った。その結果、圧力を増す
につれて線虫の動きが緩慢になるとともに、70MPa を負荷した際に、速やかに動きが停
止し直線状になることを確認した。  
また、DAF-16::GFP の核移行は、20MPa の圧力では 5 分後にほぼ 9 割の個体で核移行
が観察され、40MPa 以上では 5 分後には全ての個体で DAF-16::GFP の核移行を観察し
た。  
高圧顕微鏡下においても 70MPa の静水圧加圧を 5 分負荷してから圧力を減じること
で、線虫の運動性が回復するとともに、数分内において DAF-16::GFP が核から細胞質へ
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の再移行することも確認した。以上の結果から、簡易型 SEED を用いた静水圧加圧実験の
再現性が得られ、SEED で観察した線虫が固定化される条件はほぼ 70MPa の加圧であっ
たことを示した。  
Nishiyama ら (2013)の高圧顕微鏡システムは、加圧を示すゲージ目盛りの最小値が 1MPa
である。従って検出限界に近い 5MPa 未満の圧力負荷実験には適さないと判断し、シリン
ジを用いた 1MPa の加圧 (実験材料と方法 2.5 参照 )を行った。但し、この際には、シリン
ジからサンプルを取り出し、線虫を 1%パラフォルムアルデヒドで固定するのに約 1 分間
を要した。その結果、コントロール区では用いた L1 幼虫の約 2 割弱の個体において核移
行しているものが観察されたが、1MPa 5 分間の加圧後は 5 割の個体において核移行が観
察され、さらに 20 分間の加圧では 9 割の個体にまで核移行が生じ、1MPa の静水圧負荷
によっても、DAF-16 の活性化が有意に生じることを確認した。  
以上の結果から、静水圧の負荷の強さや時間に応じて、線虫の FoxO/DAF-16 転写因子
は速やかに活性化され、細胞質から核に移行することを明らかにした。また、これまでの
報告のある飢餓や高温  (34℃～35℃ )などのストレス刺激では、少なくとも 30 分以上の処
理時間を要し、さらに、一度核内に移行した DAF-16::GFP はその後しばらく核内に安定
に留まることから、今回見出した静水圧負荷に伴う DAF-16::GFP の活性化は非常に速
く、かつ可逆的な生物応答反応であることが示され、さらに静水圧負荷に伴う量的、時間
的な DAF-16 の活性化機構の存在が明らかにした。  
L1 幼虫に対して、一度、5MPa，10MPa のそれぞれの生理的静水圧で 5 分間加圧し、そ
の後加圧を止めて圧力を 10 分間程常圧に戻し圧力を開放してから、再び同じ静水圧の大
きさで 5 分間加圧をしたところ、速やかに核移行を認めることができた。  
 また、線虫 yap-1（ tm1416）の L1～L2 幼虫に対して SEED で 70MPa に加圧し観察する
と、DAF-16 は速やかに核移行が認められたのに対して、加圧時間が 15 分経過しても
YAP-1 は核移行が見られなかった。  
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3.2.  RNAi による DAF-16 核局在のメカニズムの探索と IMB-2 の関わり  
 
3.1.の実験では、速やかな DAF-16 の核移行が生理的に耐えられる 1～70MPa の静水圧
加圧により起こることが明らかになった。しかし、DAF-16 転写因子が核内に移行するた
めには、様々な経路が知られている。1.5.で述べたように線虫は重力の力を生物学的シグ
ナル伝達に変換して感知することが知られている。Kim ら (2007)は重力応答で 100G を 3
時間加重した条件では、重力加重負荷による特異なメカノシグナルトランスダクションの
経路が存在することを示した。そのシグナル伝達経路については MEC-4/MEC-10 
DEG/ENaC チャネルを経由して、DAF-16 を活性化させること、また外因性セロトニン
や、抗うつ薬であり選択的セロトニン再取り込み阻害薬であるフルオキセチンの投与が、
重力加重によって誘発された DAF-16 の核移行を抑制できることを示している。Kim らが
示した経路で関わる mec-4、mec-10、あるいは神経伝達物質のセロトニンの投与によって
も、RNAi 法により逆遺伝学的に静水圧負荷における DAF-16::GFP のシグナル伝達とは
異なることが明らかになった。  
また同様に酸化還元反応を伴う ROS シグナルによって DAF-16 の核移行が促進される
ことが示され、その核移行には imb-2 が関わることが報告されている (Putker et al., 2013)
が、我々の実験からは imb-2 の RNAi によって核移行を示さなかった。  
すなわち、酸化ストレスによる DAF-16 の核移行に必須のヒト transportin-1 のオルソロ
グである imb-2 は、静水圧負荷による核移行においても必須であることを逆遺伝学的解析
により示した。  
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3.3.  静水圧負荷後のマイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析  
 
野生型 N2 と daf-16 欠損変異体 CF1038 株に対して、10MPa 前後の静水圧 (5MPa，
10MPa，20MPa)を 5 分間負荷し、その後、30 分、2 時間培養後の遺伝子発現の変動 (3 反
復 )を DNA マイクロアレイ法により調べた。その結果、野生型 N2 において、5 分加圧処
理、30 分後に 2 倍以上発現変動した遺伝子は 10 遺伝子 (上昇 )と 506 遺伝子 (低下 )であっ
た。一方、同条件下の daf-16 変異体では、2 遺伝子 (上昇 )と 10 遺伝子 (低下 )でほとんど変
化が見られないこと、2 時間後において上下変化する遺伝子はそれぞれ増えたが、共通す
るものは 2 遺伝子 (上昇 )と 138 遺伝子 (低下 )で、静水圧加圧による初期応答としては、そ
の多くが DAF-16 の制御による転写抑制であることが明らかになった。  
今回、変動がみられた遺伝子には、Activated in Blocked Unfolded protein response abu 遺
伝子やその orthologs ならびに 24 のコラーゲン col 遺伝子、14 の C-type レクチン clec 遺
伝子などが含まれていた。  
また、40MPa 5 分間処理を行い 24 時間後のマイクロアレイ解析では加圧直後に低下し
た 211 遺伝子 (abu、col ならびに clec 遺伝子を含む )で発現の誘導がみられたことから、一
過的な静水圧の負荷は DAF-16 の速やかな核移行により、その制御遺伝子の発現抑制、そ
の後、しばらくして転写の活性化に転じることが示された。  
遺伝子発現の全体像は、N2 の野生型と daf-16 欠損型とでは、遺伝子発現が二極化して
いることが読み取れた。すなわち静水圧負荷によって DAF-16 依存性の遺伝子が数多く変
動している。  
また 40MPa の静水圧を 5 分間負荷すると、およそ 10MPa の静水圧を負荷した場合と同
様に遺伝子発現が二極化することが判明した。また、コラーゲン関係の遺伝子は、2 時間
経過後まで一度ダウンレギュレートしたものが、7 時間後にはアップレギュレートに転
じ、24 時間後にはアップレギュレーションの変動が大きくなることが明らかになった。
この傾向は、関係の遺伝子 (cul)や、C 型レクチンである clec、また細胞外マトリックスの
分解をはじめとし、細胞表面に発現するタンパク質の分解や生理活性物質のプロセシング
などに関わる nas 遺伝子などで、一度ダウンレギュレートがかかったのちに、アップレギ
ュレーションがかかる様子が見られた。  
また、静水圧負荷によるヒト症候群オルソログ関連の遺伝子発現を以下に示す。コラ
ーゲン遺伝子と同様に、繊毛関連遺伝子は、生理的静水圧によって初期段階で抑制され増
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加する。例えば、繊毛機能不全で常染色体劣性遺伝であるバルデ・ビードル症候群 bbs 遺
伝子や、繊毛関連症候群の一つであるメッケル・グルーバー症候群に関連する mks 遺伝
子では、コラーゲン遺伝子と同様に生理的静水圧により初期段階では遺伝子発現がダウン
レギュレートされるが、7 時間以上経過すると増加に転じアップレギュレートされる。  
 
3.4.  静水圧加圧処理による線虫の固定化  
 
 静水圧応答と線虫の挙動を観察していると、70MPa の静水圧を負荷すると、M9 緩衝液
中の線虫が、C-shape 運動ができなくなり、硬直し動けなくなり、固定化されることを見
出した。さらに 70MPa という静水圧から解放すると、線虫は動き出すことができ。本学
および東京大学また、岡山大学においてのライブ観察では、この方法で線虫を固定化した
像を得ることができた。また、70MPa 以外の静水圧でも岡山大学の Nishiyama ら (2015)の
方法や、SEED を使用したライブ観察をすることができた。  
 
3.5.  静水圧加圧処理による生存率  
 
①  静水圧加圧処理によるＮ2 と daf-16 欠損型線虫の生存率計測  
方法 2.5 により、30mL の注射器を用い、シリンジに 20mL の水を入れたのち、10mL の
窒素ガスを満たした。ピストンを押し込み気体の体積を 1mL にしてボイル・シャルルの
法則に基づいた 1MPa の環境を作った。その中に、野生型である N2 と daf-16 欠損型の線
虫に対して、それぞれ L1 幼虫期から継続して、毎日、1 回 1MPa、5 分間の静水圧加圧処
理を行った。尚、N2 および daf-16(-)の生存率が 50%を切るところまでを計測した。コン
トロール区と比較して、野生型 N2 においては 6 日目から有意な寿命の延長効果を確認
し、9 日目まで有意差を認めることができ、静水圧加圧により寿命が延びる傾向を認め
た。また、daf-16 欠損型においては、N2 が有意差を示した 6 日目以降も生存率に有意差
を認めることができず、寿命延長の効果を認めることができなかった。  
②  一度だけの静水圧加圧による生存率測定  
方法 2.4 により、N2 の L1 幼虫を使用し、一度だけの静水圧加圧処理 (20MPa，30MPa，
70MPa)が及ぼす影響を調査した。70MPa では、致死的に働き飼育後 5 日で全滅した。一
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方、20MPa や 30MPa の加圧処理では、コントロールに比べて、飼育後 6 日以降に致死率
の低下が見られた。  
  
 20 
 
4. 考察  
 
4.1.  線虫 C. elegans の DAF-16 は生理的静水圧負荷に応答して即座に核に移行する  
 
DAF-16 の核移行に関しては、線虫の餌である大腸菌を与えないことによる飢餓 (30min-
1hr)、通常 20℃温度条件で飼育されている環境を 10℃以上、上回った環境に置くヒート
ショック (34-35℃：30min-4hr)、活性酸素種 (ROS)を発生しやすい環境に線虫を置く酸化ス
トレス (30min-1hr : juglon200μM)、X 線の照射 (20min : 100Gy)あるいは遠心機による加重
力負荷 (3hr : 100G)などのストレス刺激などの研究成果が報告されており、核移行に要す
る時間は、数十分から数時間の処理時間を要する。  
フォークヘッドボックスの O(FoxO)転写因子は、代謝や発生、そして長寿に関係し、す
なわち老化を制御する転写因子として知られている。これは酵母やハエからヒトにまで保
存されており、線虫では DAF-16 として同定されている。また FoxO/DAF-16 は、酸化スト
レス、熱、DNA 損傷、栄養素欠乏 (Succinate, 1996; Kimura et al., 1997; Ogg et al., 1997; Tatar 
et al., 2003; Kenyon, 2010; Martins et al., 2015))などの様々なストレス刺激に応答し、細胞生
存のための重要な調節因子である。これらは、刺激に応答して細胞質からの核移行によっ
て活性化される。さらに、FoxO3a は、血管平滑筋細胞におけるマトリックスメタロプロテ
アーゼ (MMP)13 を活性化し  (Yu et al., 2018)、低酸素ストレス時にグルカゴンにより発現が
誘導される転写共役因子 CITED2 の発現を制御することが報告されている (Bakker, 2007)。
さらに最近の報告では、FoxO1 および FoxO3 転写因子が、KO マウス分析を用いて軟骨恒
常性および骨関節炎を調節するのに重要であることが示されている (Matsuzaki et al., 2018)。 
FoxO/DAF-16 は様々なストレス経路からのシグナルを受けることで脱リン酸化され細
胞質から核へ移行する。そして下流の遺伝子を制御することで様々なストレスに対して耐
性機構を担うことになる。シグナル伝達経路の主なものとして、IIS pathway はインスリン・
IGF(インスリン・グロースファクター )経路があり， Insulin/IGF receptor (DAF-2) からのシ
グナルで  PI3 キナーゼ、AKT キナーゼが活性化することで DAF-16 のリン酸化が起こり、
核移行を抑制している (Ogg et al., 1997; Toker and Cantley, 1997; Kenyon, 2010; Martins et al., 
2015)。  
従来知られている、DAF-16 の核移行に関しては、 IIS pathway の他に様々な経路の存在
が知られている。数十分から数時間かかる報告が主だった DAF-16 の核移行であるが、静
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水圧を負荷させた条件においては、1MPa の静水圧条件でさえ、5 分で約 5 割の線虫に核移
行がみられ、20MPa 以上になると、5 分以内で核移行が見られるものが 90％を超えて見ら
れるようになった。生体に対して重篤な被害を及ぼさない程度の生理的静水圧を負荷した
この研究では、細胞質にリン酸化されて存在する DAF-16 転写因子が、数分以内に核に迅
速に移行することで、非常に速い生物応答反応を示すことが明らかになった。  
また、細胞増殖に関与する遺伝子の転写を活性化する YAP-1 は上皮細胞で 35℃等の高
温で核移行することが知られているが、静水圧加圧処理では YAP-1 は核移行を起こさない
ことを示した。  
従って、この研究により現在まで知られている既存の経路とは全て異なり、すなわち、
DAF-16 核移行のシグナル伝達は、今まで知られていない経路を辿っていることを示すこ
とができた。  
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4.2.  生理的静水圧負荷に応答するヒト Transpotin-1/IMB-2 依存性 DAF-16 核局在化  
 
C. elegans FoxO/ DAF-16 転写因子の核および細胞質シャトルリングは、そのタンパク質
のリン酸化および特異的キナーゼおよびホスファターゼによる脱リン酸化によって制御さ
れる (Brunet et al., 2001)。  
他方、最近の酸化還元状況のために、別の DAF-16 転写因子の核移行経路が発見され
た。酸化的損傷は FoxO タンパク質のシステイン残基に直接影響を及ぼし、その変化はト
ランスフェリンタンパク質の核移行につながる。シグナル伝達としては”other”と未知の経
路が存在する可能性を記されることが多いが、例えば ROS によるレドックス反応により
imb-2 を介した FOXO/DAF-16 の核移行 (Putker et al., 2013)等が知られている。Putker ら
(2013)によると、 imb-2 はヒト・トランスポーチンのオルソログで、活性酸素が多い条件
で、酸化還元反応を伴いながら核内に FoxO4 を運ぶとされている。しかし、本実験で
は、活性酸素は発生しているとは考えにくく、また酸化還元条件下の実験ではない。しか
し imb-2 が生理的静水圧加圧による DAF-16 の核移行に必要であることが逆遺伝学的に証
明した。これはシグナル伝達経路としては、今まで知られていない経路である。  
また、静水圧加圧は遠心機を用いた加重力を発生させた現象と同一視されることが多
いと考えられるが、Kim ら (2007)が行った線虫の重力応答実験において、100G を 3 時間
加重した条件では、線虫は重力の力を生物学的シグナル伝達に変換して感知することが明
らかにされた。このとき、MEC-4/MEC-10 DEG/ENaC チャネルを経由して、DAF-16 を活
性化させること、また外因性セロトニンや、抗うつ薬であり選択的セロトニン再取り込み
阻害薬であるフルオキセチンの投与が、重力加重によって誘発された DAF-16 の核移行が
抑制できることを報告している。しかし今回の実験により、生理的静水圧加圧によって
DAF-16 の核移行が、MEC-4/MEC-10 の RNAi、あるいは 5mM セロトニンの投与によって
も DAF-16 の核移行が進むことが示され、遠心機を用いて発生させた加重力と静水圧加圧
における生物応答が異なることを示すことができた。また同時に、これまでに報告されて
いるシグナル伝達活性化とは異なるシグナル伝達経路であることを示唆した。  
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4.3. DAF-16 転写因子の核移行のメカニズム  
 
Maeshima ら (2014)は、従来知られている 30nm クロマチン繊維モデルは、低陽イオン状
態にした試験管内で観察されるが、それ以外では観察されないことに着目し、古典的な
30nm クロマチン繊維モデルからの脱却が提唱されている (Barbieri et al., 2012; Maeshima et 
al., 2014; Nozaki et al., 2017)。すなわち核内ではクロマチンが核膜付近より核内で大きな
動きを示すことが明らかにされた。  
この研究で明らかにした今まで知られていない DAF-16 の速い核移行反応は、おそらく
4.1.で論じた今まで知られていない DAF-16 の生物応答であることを考えると、作業仮設
として DAF-16 の核移行は細胞質にある時のリン酸化された状態のまま、核内に移行した
と考えた。  
圧力が加わることによってタンパク質内の水素結合に変化が生じタンパク質の構造変
化、すなわち変性することが指摘されている。 imb-2 によって核内に誘導された DAF-16
は生理的静水圧加圧により、少なからずタンパク変性を伴っていることが考えられる。現
に圧力変性を利用して我々は生活の役に立てている。例えば、明治製菓では 400MPa～
500MPa の圧力を 10～30 分ほど常温で加えた加圧処理でジャムの製造を行っており
(Kimura et al., 1994; Kimura, 2000)、越後製菓株式会社では 200MPa～800MPa の加圧によ
って風味や色合いの変化を防ぎながら加圧殺菌を行っているまた、序論でのべた加圧処理
による殺菌効果 (タンパク質の変性による細菌の不活性化 )による牛乳の保存は 100 年前よ
り知られている。  
Nishiyama らは、80MPa の静水圧で大腸菌が遊泳できなくなることを見出して、単一べ
ん毛モーターの回転と遊泳細胞の割合と速度は圧力の増加と共に減少し、大腸菌の運動性
の圧力依存性を明らかにしたが (Nishiyama et al., 2012)、可逆的な現象ではあるがこれも一
過性のタンパク変性によるものと考えられる。  
また Abe らは 1998 年に、40～60MPa の静水圧は、一時的に酵母の液胞の pH を 0.33 だ
け低下させる (酸性に傾ける )ことを示した (Abe et al., 2004)。一方、100MPa の加圧でトリ
スなどの緩衝液は pH 指示薬 (ブロモチモールブルーまたは p－ニトロフェノール )を含む
運動性媒体の吸収スペクトルから測定することで pH が 0.1 上昇することを Nishiyama ら
(2013)は示した。  
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すなわち、咀嚼時など日常負荷がかかる静水圧の大きさによって、pH の変化といった
物理化学的変化が起こる。以上のことからタンパク質は生理的静水圧加圧によって、少な
からず構造変化を受けることが考えられる。転写因子である DAF-16 は、恐らく静水圧加
圧の影響でリン酸化されたまま速やかに IMB-2 の助けを受けて核内に移行し、流動的な
クロマチンドメインの転写因子として核内にダイナミックに遺伝子上のコンセンサス配列
に速やかに結合することが考えられる。一方、加圧から解放されると本来の構造に戻った
リン酸化された DAF-16 は速やかに核外に移行する。静水圧加圧と圧力開放を繰り返して
も DAF-16 は核移行を速やかに再現することが示されたが、これはこのリン酸化されたま
まで核内外に移動する DAF-16 の挙動についてサポートしていると考える。  
一方、構造が乱されたクロマチンドメインは、その乱れを正常に戻すのにタイムラグ
が生じ、その結果、多くの遺伝子が一度ダウンレギュレートに陥り、ヒートショックプロ
テインなどの活躍で構造の乱れが元に戻ることにより、転写活性正常化するとともに強く
遺伝子発現がアップレギュレートに傾くと考えることができる。  
特に、分子シャペロンとして働く abu シリーズの各遺伝子やコラーゲンシリーズの遺
伝子の多くが一度ダウンレギュレートされ、のちに著しくアップレギュレートされるの
は、このためだと考えることができる。またこれらの遺伝子は、daf-16 変異体において有
意に変化していないため、DAF-16 依存的変化であったと判断でき、生理的静水圧加圧に
おいて DAF-16 はその中心をなすものと思われる。  
ヒートマップ分析では、静水圧負荷による遺伝子発現の変化が野生型である N2 および
daf-16 変異体によって明らかに 2 つのクラスターに分けられたことを示した。さらに、こ
れらの遺伝子のほとんどは、ワームベースに記載されている dauer、daf-2、および daf-16
調節遺伝子などの遺伝子としてもアノテートされていた。それは、静水圧加圧という刺激
によって、機械的刺激依存性 DAF-16 の核局在化が、DAF-16 結合配列を有する多くの遺
伝子に取り付き、構造変化をしたクロマチンドメインのために遺伝子発現が速やかに抑制
され、そして減圧後にクロマチンの構造の乱れの修復に伴って、これらの遺伝子が徐々に
アップレギュレートされることを示唆している。  
繊毛関連遺伝子は、クチクラコラーゲン遺伝子と同様の発現変化を示し、一度ダウン
レギュレーションがかかってから時間の経過とともに、アップレギュレーションに転じて
いる。このことから、繊毛は機械応答の変化を捉える感覚系の器官として機能することが
知られているので (Kunimoto et al., 2012)、最終的に静水圧による機械的負荷は、生物応答
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として物理的な力に対抗するための DAF-16 の核移行に始まるメカノセンサーが働き、シ
ャペロンとして働く abu 遺伝子群の活性化やキューティクル、さらにコラーゲン関係の遺
伝子発現を強化し、細胞マトリックスを強固にし、生命維持装置を活性化したと考えるこ
とができる。  
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4.4.  静水圧加圧処理による正の生物応答について  
 
daf-16 遺伝子は長寿遺伝子として知られているが (Tatar et al., 2003)、静水圧加圧によっ
て DAF-16 が核移行することで、実際に線虫の生存率が上がり、延命効果が示されること
となった。これは静水圧加圧によっても DAF-16 転写因子の活性化が起こることを示した
最初の例となる。すなわち、一過性の静水圧加圧である咀嚼や運動による関節軟骨への静
水圧の加圧負荷が長寿を導くことを示している。可逆的な範囲で構造変化が起こるが、タ
ンパク変性を来たさない程度の生理的静水圧加圧により、DAF-16 の転写因子が核移行す
ることによって、様々な遺伝子を発現させて生物応答を活性化させ、エクササイズ効果を
発揮し、生物応答として正の方向に導くものと考えられる。  
尚、本研究では daf-16(-)欠損型の方の寿命が、半分程度の生存率になってから野生型よ
り延びる結果となった。今回の研究では不妊を誘導する試薬である 5-fluoro-2'-
deoxyuridine (FUdR)を添加しないことに原因があると考える。Aitlhadj ら (2010)は、FUdR
を添加することで、成体線虫の発育への影響を最小限に抑え、子孫の成長を防ぎながら寿
命の計測を行っている (Aitlhadg et al., 2010)。また、Piechulek ら (2018)は、FUdR は有糸分
裂細胞の死およびタンパク質合成の阻害をもたらすため、性成熟前の FUdR 処理は生体発
達への影響を最小限に抑えられると述べている (Piechulek et al., 2018)。そのことによって
FUdR が頻繁に使用される一因となっているが、生殖器系からのシグナル伝達が線虫の寿
命を変える可能性があることを認識すべきであると同時に述べている。本研究では野生型
である N2 の延命効果が示されたが、daf-16 欠損型には、延命効果をはかるためのシステ
ムが別な経路が存在するか、FUdR を添加しないことで野生型である N2 より長寿となっ
た。しかし、コントロール区と加圧処理を行ったものとを比較して有意性のある延命効果
はもたらせられなかった。  
また、N2 の L1 幼虫に対する一度だけの静水圧加圧処理によっても生存率の向上が認
められた。この結果は、大きすぎる刺激であればダメージの大きいストレスとなり個体が
死に至る一方、大き過ぎず適度な静水圧刺激であれば、大人になる前の刺激（静水圧加
圧）としてたった一度だけでも、あたかも免疫獲得のような効果をもたらし、体調を整え
るエクササイズ効果につながり、長寿命に至る結果を示すことができた。  
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また、大学院研究室である旧ゲノム継承システム分野・現分子遺伝生理分野の邵震華
氏をはじめとする皆さまに感謝申し上げます。  
宮城教育大学の理科教育講座・田幡憲一教授、出口竜作教授、棟方有宗准教授、小林
恭士准教授には、職場で生物関連の実験や助言を賜りました。また、情報・ものづくりコ
ースの技術職員である阿部博政さんには、圧力実験器具の加工を請け負っていただき、大
変感謝いたします。  
旧北海道大学大学院環境科学研究科でともに過ごしました、甲子園大学栄養学部の亀
尾聡美教授、栗谷忠知歯科医師、佐伯久司教諭には多くの励ましを頂戴いたしました。そ
して、故・小島豊教授に御礼申し上げます。  
最後に，大学院進学を応援し、心の支えとなってくれた妻・渡辺摂子と、娘・渡辺杜
輝子、西山弘子義母、８０歳を超えた父・渡辺浩、母・渡辺輝子、兄・渡辺潔、そして学
位取得を一番後押ししていただきながらも、令和元年１１月２２日に他界した西山広宣義
父に感謝申し上げます。  
 
 
